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Patentansprflche Beschreibung 

1 Verwendung von t-PA zur Herstellung eines Die Erfindung betrifft einen neuen Gewebeplasmino- 
Arzneimittels zum Inhibieren von Schaden bei ge- gen-Aktivator, dessen Kombination nut Superowddes- 
Seten Geweben wahrend der Reperfusion bei 5 mutase, pharmazeunsche Fo ™^^XT 
oinom Pauper die Verwendung in der Human- und Vetermamedizin. 

2 von t-PA und SOD zur Herstellung Es besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen 
einiTrSeSeb zumTnhibieren von Schaden dem Enzym das in der Lage tat a Wdg 
bei gefahrdeten Geweben wahrend der Reperfu- dem Koagulationssys em und dem Enzym das n ider 
^iJ^„pm^3n«>r io Lage ist, Blutgerinnsel aufzufcsen, dem fibnnolytischen 
r^Sg voTt-PA und SOD zur Herstellung Syfem, welches ein intaktes Patentvaskularbett auf- 
eJet^eSels zur Entfernung eines Blutge- reoht erhalt Urn den Blutver ^« V^jenzu 
rinnsels und zum Inhibieren des Schadens bei ge- inhibieren, werden Blutgennnsel in den verletzten oe 
KeterGeSefw^hrend der Reperfusion bei fessen gebildet Nach eine, ^rhch^ 9 SSS£ 
»tnAm ^ano-pp J5 Verletzung, werden die Qberflflssigen Blutgennnsel 

4 vSweSg gemass einem der vorhergehenden durch die Wirkung des f.brinolytischen Systems aufee- 
AnsnriTche wfbei dasGewebe Myocardialgewebe Hist Gelegentlich bUden sich Blutgennnsel ohne trau- 
Anspruche, wobei das ueweoe iwyoca g matische Verletzungen und kdnnen in den Hauptblutge- 

5 Verwendung gemass einem der vorhergehenden fassen eine teihveise oder sogar ydllige Unterbindung 
AnsDrtcS ^w?beidiet-PAindereinkettiIenForm 20 des Blutftusses bewuken. Wenn dies im ; Header 

rot Lunge oder im Gehirn stattfindet, dann 1st das Ergebms 

rvemendung gemass einem der AnsprOche 1 bis ein Herzinfarkt, eme Lungenembolie oder eir , Schlagan- 

a die^PA in der zweikettigen Form vor- falL Diese Zustande in Kombination smd die hauptsach- 

4, wobei die t-PA m der zweiKetugen rorm UrS achen fOr die SterbeanfBlligkeit und Mortali- 

7 Vemenduna Eemass Anspruch 5 oder 6, worm 25 tat inden lndustrienationen. 

die , *PA die fa m n Ligegebene Aminosaurese- Blutgerinnsel bestehen aus fasengem Netzwerk wel- 

qu^nz aufweS^e dfe fleiche Aminosaurese- ches durch das proteolytische Enzym ta»* 

aS aXeS wobei jedoch die Aminosaure in aufgeldst werden kann. Dieses Enzym leitet sich von 

sShi w SLJSfa-N-Bndgnippe Valin dem inaktiveh Proenzym Plasminogen, einer Kompo- 
SevonMeS^ 

^enzen Mwtaschtenfalls eine zusatzliche Poly- nogenaktivators ab. Es gibt zwei inimunologisch unter- 

q SKnlXeaueiTvon Gly-Ala- schiedhche Plasminogenaktivatoren bei SBugem. Der 

pepti^N-Endgruppen-Prasequenz OlyAia Intrinsik .p lasminogeaaktivatori der a uch als Urokinase 

^Verwendung gemass Anspruch 2 oder 3, wobei bekannt ist. ist ein von den Nieren produziertes Enzym 

L loTSupfer/Zink-FSrm von Rinder- oder 35 und kann aus Urin gewonnen i^**""*^ 

u .Imiwiiiii ut einer Anzahl von Gewebekulturquellen hergestellt wer- 

oT„T^SSvont PAundSOD den. Der Extrinsik-Plasminogenaktivator, der auch als 

SS KEn von^rind SOD zur Ver- vaskularer Plasminogenaktivator bekannt ist und als 

°£ZK™£mmZmdVeteTin^ed™ GewebeplasminogenaktivatorCt-PAXk^au^z^hei- 

n Eine Combination von t-PA und SOD far die 40 chenGewebehomogenaten (vor alien Dingen humanem 

Verw^nd^ SlbSng von Schaden bei ge- Uterus), den vaskularen ZeUwanden und aw i emigen 

fthrdeten Geweben wahrend der Reperfusion bei ZeUkulturen isohert werden. Zusitzhch zu diesen bei- 

Em Sum? den Arten von Plasminogenaktivatoren gibt es auch ein 

S Eine Kbination von t-PA und SOD fOr die bakterieUes Produkt, Streptokinase das aus p-hamolyti- 

Verwendu^ T'ur Entfernung eines Blutgerinnsels 45 schen Streptococci hergestellt wird. Em Hauptnach ed 

unTSiening von Schaden bei gefahrdeten Ge- bei sowohl Urokinase und Stte Ptokin^e besteht dan* 

SenwahrendderReperfusionbeieinemSauger. dass diese im gesamten ^-^^C^TS 

13 Eine Kombination gemass einem der Anspril- nur an den SteUen eines Blutgermnsels. Sie konnen bei- 

che 9 bh 12 worin die t-PA in der einkettigen Form spielsweise andere Blutproteine, wie Fibrinogen, Pro- 

vorliezt * 50 thrombin. Faktor V und Faktor VIII, zerstdren und so 

14. Eine Kombination gemass einem der Ansprtt- die Blutgerinnungsfahigkeit ^ermindern und das Ris.ko 

che 9 bis 12. worin die t-PA in der zweikettigen einer Blutung erhbhen. Im Gegensatz hierzu hangt die 

Formwrheet biologische Aktivitat von t-PA von dem Vorhandensein 

15 Eine Kombination gemass Anspruch 13 und 14, von Fibrin, an welches essM, bindet und £0 . « aktoviert 

worin die t-PA die in Fig. 1 angegebene Aminosau- 55 wird, ab. Die maximale Aktivitat wad deshalb nur an 

7eLuenz aufweistodef die gleiche Aminosaurese- den SteUen eines Blutgennnseb entwickelt, d. km Ge- 

queT wobei jedoch die Aminosaure in der 245. genwart von Fibrin wird das Netzwerk aufgeldst und 

Sg von der Serin-N-Endgruppe Valin anstelle dadurch wird in erhebUchem Masse das Ris.ko einer 

von Methionin ist und wobei jede der Sequenzen Blutung verimeden. 

gewunschtenfalls eine zusatzhche Polypepud- eo Die Unterbrechung des Blutstroms m emem Gefass 

N-E^grappeSrJeTuenzvonGly-Al^^ fflhrt im allgemeinen zum Begmn einer Ischanue. Be. 

re^Kombination gemass einem der Anspril- diesem Zustand wLrd dem Gewebe Sauerstof vorent- 

che 9bis 12, worin die SOD die Kupfer/Zink-Form halten und wird dadurch gefahrdet und dies ergibt einen 

vorP^der-oSu^emUrspru^gisL Zustand, bei dem das Gewebe verletzt, aber ^noch ,m 

^Phannazeuti che FormuUerung, ««nfassend eine 65 wesentlichen lebensfahig rst Wenn *«^ustondabe 

Kombination gemass einem der Ansprflche 9 bis 16 wahrend eines Zeitraums von beisp.ekweise 3 oder 

on Temen pharmazeutisch annehmbiren Trager. mehr Stunden beibehalten wini dann wird das Gewebe 

una einen pndrnwizcuuw. 6 nekronsc h und dieser Zustand kann, wenn er emmal 
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eingetreten ist, nicht wieder behoben werdea Es ist des- eine oder mehrere AminosSureweglassungen, Substitu- 
halb wichtig, dass eine Reperfusion, d h. eine Wieder- tionen, Einschiebungen, Inversionen oder Zugaben alle- 
herstellung des Blutstroms, so schnell wie mdglich statt- lischen Ursprungs, wobei ansonsten die erhaltene Se- 
findet, urn das Gewebe zu retten, bevor es permanent quenz zu wenigstens 80% und vorzugsweise 90% ho- 
geschadigt wird Ironischerweise ergibt die Reperfusion 5 molog mit der in Fig. 1 gezeigten Sequenz ist und im 
selbst, selbst wenn man sie diirchfuhrt, bevor das Gewe- wesentlichen die gleichen biologischen und immunolo- 
be nekrotisch wird einen Komplex von Phanomenen, gischen Eigenschaften des Proteins beibeh&t Insbeson- 
einschliesslich der putativen Bildung eines Superoxidra- dere ist die Sequenz identisch nut der von Fig. 1 oder 
dikals, welches einen verheerenden Einfluss auf hypoxi- hat die gleiche Sequenz, wobei jedoch die Aminosaure 
sches Gewebe hat Infolgedessen kann eine Reperfusion 10 in der 245. Stellung von der Senn-N-Endgruppe Valin 
immer nur partiell zu einer Wiederherstellung des ge- anstelle von Methionin ist und wobei jede dieser Se- 
fahrdeten Gewebes fuhren, wobei der Rest permanent quenzen gewQnschtenfalis eine zusltzhche Polypeptid- 
durch das Auftreten von einem oder mehreren dieser N-Endgruppen-PrasequenzvonGly-Ala-Argaufweist 
Phanomene geschadigt bleibt Die in Fig. 1 gezeigte Aminosauresequenz hat fQnf- 

Es wurde nun gefunden, dass t-PA den Schaden bei 15 unddreissig Cysteinreste und ist somit in der Lage, sieb- 
gefahrdetem Gewebe wahrend einer Reperfusion inhi- zehn DisulfidbrQcken auszubildea Basierend auf einer 
biert, indem es gegen eines oder mehrere der vorer- Analogie mit anderen Proteinen, deren Struktur m 
wahnten Phanomene schiitzt Der Mechanismus der grdsserem Detail bestimrat wurde, wird die postuherte 
Wirkung von t-PA und der Erzielung dieses Schutzes ist Struktur fiir die Sequenz (die sich aus der Disulfld : Bruk- 
bisher noch nicht aufgeklart worden, ist jedoch unab- 20 kenbildung ergibt) zwischen der Aminosaure in der 
hangig von seiner Wirkung als thrombolytisches MitteL 90. Stellung und der Prolin-C-Endgruppe in Fig. 2 ge- 
Diese neuentdeckte Eigenschaf t ermoglicht somit, dass zeigt Die Struktur der N-Endgruppenregion 1st wemger 
t-PA oder eine pharmazeutische Formulierung davon sicher, obwohl hier eimge Vorschiage gemacht worden 
als ein Inhibitor gegenQber dem Schaden von gefShrde- sind (Progress in Fibrinolysis, 1983, 6, 269-273; und 
tern Gewebe unter den vorgenannten Umstanden ver- 25 Proa NatL Acad Scl, 1984, 81, 5355-5359). Das wich- 
wendet wird Die Erfmdung betrifft somit tigste Merkmal der Struktur der t-PA smd £e beiden 

a Kringle a -Regionen (zwischen der 92 und 173. Ammo- 
fa) ein Verfahren zum Inhibieren des Schadens bei saure und zwischen der 180. und 261. Aminosaure), die 
gef ahrdetem Gewebe wahrend der Reperfusion bei f Or die Bindung des Proteins an Fibrin yerantwortlich 
einem Sauger und besteht darin, dass man dem 30 sind und die Serinprotease-Region, welche den Haupt- 
Sauger eine wirksame Menge von t-PA verab- teil der B-Kette ausmacht und die fOr die Aktivierung 
reic JJ t . von Plaminogen verantwortlich ist Die Ammosaure von 

(M die Verwendung von t-PA zum Inhibieren des besonderer Bedeutung bei Serinprotease, ist die kataly- 
Schadens von gefahrdetem Gewebe wahrend der tische Triade, His/Asp/Ser In 1 t-PA erscheinen diese m 
Reperfusion bei einem Sauger; 35 den Stellungen 322, 371 und 463. Die Disulfid-BrUcken 

(c) die Verwendung von t-PA zur Herstellung eines zwischen den 264. und 395. Cysteinaminosaureresten ist 
Arzneimittels zum Inhibieren des Schadens bei ge- ebenfalls wichtig, weil sie die A- und die B-Ketten in der 
fahrdetem Gewebe wahrend der Reperfusion bei zweikettigen Form von t-PA zusammenhalt 

einem Sauger- oder In Fig. 1 und 2 wurden die ublichen, drei Buchstaben 

(d) eine pharmazeutische Formulierung zur Ver- 40 enthaltenden Codierungen fur die Aminosaurereste m 
wendung, urn Schaden bei gefahrdetem Gewebe folgenderWeiseangewendet: 

wahrend der Reperfusion bei einem Sauger zu inhi- Asp D Asparaginsaure 

bieren, wobei diese Formulierung t-PA und einen Thr T Threonin 

pharmazeutischannehmbarenTragerumfasst Ser S Serin 

45 Glu E Glutaminsaure 
Obwohl die vorliegende Erfindung angewendet wer- Pro P Prolin 
den kann, urn jegliches gefahrdete Gewebe zu schtttzen, Gly G Glycm 
ist es ganz besonders geeignet, urn Schaden bei gefahr- Ala A Alanin 
detem Myocardgewebe zu inhibieren. Cys C Cystein 

Das bei der vorliegenden Erfindung zu verwendende 50 Val V Valin 
t-PA kann irgendein bioaktives Protein, das im wesentli- lie I Isoleucin 
chen dem Saugetier- und insbesondere Human-t-PA Leu L Leucin 
entspricht, sein und schliesst Formen mit und ohne Gly- Tyr Y Tyrosin 
cosilauon ein Es kann ein- oder zweikettiges t-PA sein Phe F Phenylalamn 
oder eine Mischung davon, wie dies in EP-A-1 12 122 55 His H Histidin 
beschrieben wird und im Falle von vollstandig glycosi- Arg R Arginin 
liertem Human-t-PA hat es ein scheinbares Molekular- Lys K Lysin 
gewicht auf Polyacrylamidgel von etwa 70.000 und einen Trp W Tryptophan 
isoelektrischen Punkt zwischen 75 und 8,0. Vorzugswei- Gin Q Glutamin 
se hat das t-PA eine spezifische Aktivitat von etwa 60 Met M Methionin 
500.000 IU/mg (Internationale Einheit/mg, wobei eine Asn N Asparagin 

Internationale Einheit die von der WHO, National Insti- Die t-PA kann nach irgendeinem Verfahren, das aus 
tute of Biological Standards and Control, Holly Hill, dem Stand derTechnik bekannt ist, hergestellt werdea 
Hampstead, London, NW3 6RB, U. IC, dcfinierte Aktivi- Beispielsweise kann man sie aus normalen oder neopla- 
tatseinheitisti & stischen Zellinien der in Biochimica et Biophysica Acta, 

Aminosauresequenz von t-PA entspricht vorzugswei- 1979, 580, 140-153, EP-A-41 766 oder EP-A-1 13 319 
se im wesentlichen der in Fig. 1 gezeigten. Diese Se- beschriebenen Art gewinnea Vorzugsweise wird die 
quenz ist somit identisch mit der von Fig. 1 oder enthalt t-PA jedoch aus kultivierten, transformierten und trans- 
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fektierten Zellinien unter Verwendung der Rekombi- DieKupfer/Zinkf omyonSODisteuk^o^en^ 

S-DN^TSologie, wie es beispielsweise in BP-A sprungs und hat ein Molekmargewich von e*va 31000 

Q3M9 '059 EP-A-1 17 060, EP-A-1 73 552, und ist ein Dimeres mit einem Kupferkanon und euiem 

no 1 "i ta w pp A 1 78 105 WO 86/01 538, WO Zinkkation pro Untereinheit Das Kupferkauon ist an 

lecular and Cellular Biology, 1985, 5(7), 1750-1759, be- nem Molekulargewicht von etwa ' 1 Jggj™™ 

^riebenen Weise cewiiuVt Auf diese Weise wird der lo.vier Untereinheiten besteht DieMolekulargewichte 

«Wonte Gen toSektiert mit dem Gen, welcher der verschiedenen Formen von SOD wurden bestunmt 

M^ola^to^in^r^MaZelto co- unter Verwendung von Sedimentat.onsgleichgew.cht 

XrSS^^k^ dhfr werden von Moiekularsieben 

einem Medium ohne Nucleoside ausgewahlt und wer- amidgelen. Die ^^^Pj^J^V^Sl 

m« rid!. BmTi Biochem. 1983 131 681 -68& EP- sprichl vom«swei» im weentlidien der m J.B10L 
!S57»BP?i 13 31sSg*A-2i1 2219. » Cte". 248 < K > ,3M "* "38, besohnebenw ,m 

ches Gewebeschaden verursacht, einfangt und zerstSrt sonsten ausreichend homolog mit der yerenenwcnten 
TaSuMch wSfe fe^gS" dass difKombination 35 Sequenz ist und im wesenthchen die fr****^ 
iJnTpA undlSS ein lerklich starkeres Inhibierungs- schen und '^^^^f^SS^^ 
riveau im Vergleich zu der Verwendung von t-PA oder ^^^^Sl^^^^M^^^ 

vonBlutgerinnselnundzumlnhibierenvonSchadenbei ™™}\ , _„ Af „ H ,.r if .mfer/Zink-Form von 

eefahrdetem Gewebe wahrend einer nachfolgenden Die Aminosduresequenz der Kupfer/Zin^orm von 

lepS oi SomTt ergibt die Verabreichung von t-PA 43 SOD menschlichen Ursprungs enthalt vier C^emreste 

3SS itoalig dilEntfemung von Blutgerinnseln pro Untereinhe.t (B.^hemistry, 1980. 19 23^-2316 

durch die bekannte thrombolytische Wirkung von t-PA und FEBS Letters 1980 120. 53-55). Di|infrakettoge 

„7dm& Inhibierung von Gewebeschaden durch Disulfid-BrUcke tritt zwischen Cys 57- und I Cys J46-Re- 

Das mKombination mit t-PA verwendete SOD kann so falls zwischen den Cys 6-Resten auftntt Der 
ireendein bioaktives Protein sein, das im wesentlichen Cys Ill-Rest bleibttrei. 

S Oder mehreren Gruppen der allgemein unter die- Das SOD kann auf irgendeme beschnebene oder aus 
n N«nen XESm Enzyme entspricht Es stammt dem Stand der Technik bekannte We.se ^ erhahen wer- 
vorzu^weise von einem Sanger und insbesondere von den. Beispielsweise kann man es von EryUurocjrten oder 
SSd oder Menschen und kommt im aUgemeinen 55 aus Leber durch em Extrakoon^erfa^en der in GB- 
mhemmMetallkation, mit dem es normalerweise klas- A-14 07 807 ^^^»^S^S^tSS£ 
sifiziert wird, vor. Beispiele fur diese Metallkationen wmnen. Alternativ kann man SOD aus one Jg*™* 
Sod Eisen Mangan, Kupfer und vorzugsweise Kombi- ten, transformierten oder transfektierten Zellmie die 
nTdone von KSfa mit anderen Melallen, wie Zink. sich von emer rekombinanten 
Cadmium, Kobalt oder Quecksilber. wobei die Kupfer/ « tet, und wie s.e be.spKlswe.se m der «MU> Pa 
Zink-Kombination besonders bevorzugt wird SowoM tentamne dung 27 461/B4, WO 85/01 50^ EP 
die Mangan- und die Kupfer/Zink-Formen von SOD A-l 38 111, EP-A-1 64 566, EP-A-1 73280 1 und EF 
kommen naturlich beim Menschen vor. Die Eisen- und A-l 80 964 beschneben wird, gewonnen werden_ 
Ma^an-Formen von SOD sind beide bakterieUen Ur- Die SOD wird vorzugswe.se nach ^schnebenen 
und haben ein Molekulargewicht von etwa 65 odwaus dem Stand der T w ^ I, f™^^SK l 
40.000 und sind Dimere. Die Mangan.Form von SOD ist gereinigt, z. B. nach dem in EP-A-1 12 299 beschnebe- 

eukaryotischen Ursprungs und hat andererseits ein Mo- nenVerfahren. . v~ m i,i„* 

leSgewicht von etwa 80.000 und ist ein Tetrameres. Bei der Verwendung von t-PA oder einer Kombma- 
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tion von t-PA und SOD werden der oder die aktive(n) des Veterinirs. Eine wirksame Dosis liegt jedoch im 

BestandteU(e) vorzugsweise in Form einer pharmazeuti- Falle von t-PA im allgemeinen im Bereich von 0,2 bis 

schen Zubereitung angewendet Im Falle der Kombina- 4 mg/kg(d. h. 100.000 bis ZOOO.000 lU/kg, in der Annah- 

tion kann man die aktiven Bestandteile in getrennten me, dass die spezifische Aktmtat fOr t-PA 500.000 IU/ 

FormuUerungen anwenden, die dann gleichzeitig oder 5 mg betrSgt) und vorzugsweise bei 03 bis 2 mg/kg (d. n. 

hintereinander verabreicht werdea Werden sie hinter- 150000 bis 1.000.000 IU/kg) KOrpergewicht des Patien- 

einander verabreicht, dann wird es bevorzugt, dass man ten pro Stunde. Dies heisst, dass bei einem 70 kg schwe- 

zuerst die t-PA-FormuIierung und dann die SOD-For- ren Erwachsenen eine wirksame Menge pro Stunde 

mulierung verabreicht Auf jeden Fall sollte die Verzo- vorzugsweise bei 20 bis 140 mg (d. h. 10.000.000 bis 

gerungbeider Verabreichung der zweiten der beiden 10 70.000.000 IU) und insbesondere 70 mg (d-h. 

FormuUerungen nicht derartig sein, dass man den Vor- 35.000.000 IU) liegt Wird SOD in Kombination mit t-PA 

teil der potenzierten Wirkung der Kombination der ak- angewendet, dann betrlgt eine wirksame Dosis an SOD 

tiven BestandteUe in vivo zum Inhibieren von Gewebe- im allgemeinen 1.000 bis 50000 U/kg und vorzugsweise 

schaden verliert Jedoch kann man ansteUe von getrenn- 7j000 bis 20.000 U/kg K5rpergewicht des Patienten pro 

ten FormuUerungen vie! einfacher beide aktiven Be- is Stunde. Fflr einen 70 kg schweren Eiwachsenen bettrSgt 

standteUe zusammen in einer einzigen kombinierten eine wirksame Menge an SOD vorzugsweise 500.000 bis 

FormuUerung anwenden InfolgedessensteUt die vorfie- 1.500.000 U. ...... .u ^ r 

gende Erfindung eine pharmazeutische FormuUerung Die nachstehenden Beispiele beschreiben die vorlie- 

zur VerfOgung, die t-PA und SOD und pharmazeutisch gende Erfindung, ohne diese in lrgendeiner Weise zu 

annehmbare TrSger umfasst Im AUgemeinen wird die 20 beschrlnken. 

t-PA oder die Kombination von t-PA und SOD auf in- ..... , 

travaskularem Wege entweder durch Infusion oder Beispiel 1 - HersteUung emer parenteralen 

dureh Bolusinjektion verabreicht und infolgedessen ist FormuUerung von t-PA 
eine parenterale FormuUerung erforderlich. Vorzugs- 

weise steUt man dem Arzt oder dem Veterinar eine 25 Eine parenterale i FormuUerung von t-PA wird im we- 

lyophiUsierte FormuUerung zur VerfOgung, weil diese sentUchen gemass GB-A-21 76 703 herg esteUt. Die t-PA 

Vorteile beim Transport und beim Lagern ergibt Der hat erne spezifische AkUvitat von etwa 300000 IU/mg. 

Arzt oder der Veterinir kann dann die lyophiUsierte ..... . 

FormuUerung in geeigneter Weise mittels eines L6- Beispiel 2- HersteUung einer parenteralen 

sungsmittelszumerforderUchenZeitpunktrekonstituie- 30 FormuUerung von SOD 

"Parenterale und lyophiUsierte pharmazeutische Zu- Rinder-SOD in der Kupfer/Zink-Form ^urde von 

sammensetzungen, enthaltend t-PA, sind aus dem Stand Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA, 63178, in 

der Technik bekannt Beispiele hierfOr and EP- Form eines Pulvers erhalten und in Form enter urn we- 

A-41 766- EP-A-93619; EP-A-1 12 122; EP-A-1 13319; 35 sentlichen neutralen physiologischen KochsalzlOsung 

EP-A-1 23 304; EP-A-1 43 081; EP-A-1 56 169; WO gelost 

86/01 104; japanische PatentverttffentUchung .... . 

57-1 20 523 (Anmeldung 56-6 936) und japanische Pa- Beispiel 3 - HersteUung einer parenteralen 

tentvertffentUchung 58-65218 (Anmeldung FormuUerung von t-PA und SOD 

56-1 63 1451 Weitere bevorzugte Beispiele schUessen 40 j „ _j • 

GB-A-21 76 702 und GB-A-21 76 703 ein. Alle diese Die Formulierung der Beispiele 1 und 2 wurde nutem- 

Formulierungen sind fflr SOD und die Kombination von ander vermischt und in physiotogischer Kochsalzlosung 

t-PA und SOD geeignet unterErhalt der gewflnschten Dosis weiterverdflnnt 

Intravaskulare Infusionen werden normalerweise 

durchgeftthrt mit parenteral L6sung, die in einem In- 45 Beispid 4 - Schutz von gefahrdetem Gewebe mittels 

fusionsbeutel oder einer -flasche oder innerhalb einer t-PA und t-PA und J>OD 
elektrisch betriebenen Infusionsspritze enthalten sind. 

Die LSsungen kOnnen aus dem Infusionsbeutel oder der (a) Methode: 

Infusionsflasche dem Patienten durch Schwerkraftzu- x j 

fuhr oder mittels einer Infusionspumpe verabreicht wer- so Mannliche Beagle-Hunde (10 bis 12kg) wurden mit 

dea Die Anwendung des Schwerkraftzufflhrungs-Infu- Pentobarbitalnatnum anasthetisiert, intubiert und mit 

sionssystems ermdgUcht keine KontroUe fiber die Ver- Raumluft mittels eines Harvard- Respiratore ven^iert 

abreichungsrate der parenteralen Ldsung und infolge- Infusionskatheter und artenelle Blutdmck-Messinstru- 

dessen ist die Anwendung einer Infusionspumpe beson- mente wurden in die linke Jugularyene und die hnke 

ders fflr solche Ldsungen, die verhaltnismassig hohe 55 Carotidarterie emgepflanzt Eine Thorawtomie wurde 

Konzentrationen an aktiven BestandteUen enthalten, andemviertenlntercostalraumdurchgefuh^dasHerz 

bevorzugt Noch bevorzugter ist jedoch die Verwen- wurde in einer perikandalen Wiege suspendiert und die 

dung einer elektrisch betriebenen Infusionsspritze. die linke anteriore absteigende Artene (LAD) genau unter- 

eine noch erdssere KontroUe bei der Verabreichungsra- halb des ersten Hauptdiagonalzweiges lsohert Eine 

te ermfleUcht eo elektromagnetische Fliessonde wurde in die LAD einge- 

Eine wirksame Menge an t-PA und einer Kombina- fflgt Eine 90-minfltige Unterbrechung der LAD wurde 

tion von t-PA und SOD zum Inhibieren des Schadens verursacht indem man emen 1/0 Silberfaden distal zu 

bei gefahrdeten Geweben wahrend der Reperfusion der Fliessonde zu einer SchUnge ausbildete. Die Be- 

hangt selbstverstandUch von einer Reihe von Faktoren handlung wurde intravenos 15 Minuten vor der Freiga- 

abbeispielsweise dem Alter und dem Gewicht des Sau- 65 be dieser Schlingekoklusion uutnert und 45 Minuten 

gers, dem genauen Zustand. der einer Behandlung be- nach der Freigabe fortgesetzt Die Thoracotomie wurde 

darf und dessen Schwere, der Verabreichungsroute, und geschlossen und die Tiere Uess man sich von dem clurur- 

unterUegt letztiich der Entscheidung des Arztes oder gischen Eingriff erholen. Die Tiere wurden 24 Stunden 
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nach der Oklusion reanasthetisiert und der Fluss in der 
LAD wurde nochmals gemessen. Dann wurde das Herz 
fQr eine Postmortemquantifizierung der Infarktgrdsse 
entfernt 

Vier Gruppen von Hunden wurden untersucht Grup- 
pe 1 bestand aus einer Kontrolle, bei der gesittigte 
Kochsalzldsung verwendet wurde. Gruppe2 erhielt 
2,5 mg/kg (750.000 IU/kg) t-PA, Gruppe3 erhielt 
1&500 U/kg Rinder-SOD und Gruppe 4 erhielt sowohl 
2,5 mg/kg (750.000 IU/kg) t-PA und 16-500 U/kg Rin- 
der-SOD, Die verwendeten Formulierungen waren die 
derBeispiele i bis 3. 

Die myokardialen Infarktstellen wurden durch eine 
ex vivoduale Reperfusionstechnik quantifiziert In die 
LAD wurden unmittelbar distal zu der Einschnurungs- 
stelle und in die Aorta oberhalb der Koronarostia Kanfi- 
len eingesetzt Das LAD-ICoronarbett wurde mit 1,5% 
Triphenyltetrazoliumhydrodilorid (TTC) in 0,02 M Kali- 
umphosphatpuffer (pH-Wert 7,4) perf undiert Die Aorta 
wurde retrograd mit 0,5% Evans Blue-Farbstoff perf un- 
diert Beide Regionen wurden mit den jeweiligen Farbe- 
mitteln bei einem konstanten Druck von 100 mmHg 
wahrend 5 Minuten perfundiert Das Herz wurde in 
8 mm-Scheiben senkrecht zur Apex-Basenachse ge- 
schnitten. Die Fiache der linken Ventrikel, die einem 
Infarktrisiko unterlagen aufgrund der anatomischen 
Abhangigkeit der LAD fQr den Biutfluss, wird durch den 
Mangel an Evans Blue in dieser Region identifiziert Die 
Region des infarktierten Myocards innerhalb der Risi- 
koflache wurde durch den Mangel an Ffirbung in dem 30 
Gewebe, wenn eine Perfusion mit TTC erfolgte, auf- 
grund des Verliistes an Dehydrogenaseenzym ersicht- 
lich. 

Die transversalen Ventrikularschnitte wurden sorg- 
faltig auf klare Acryltrager Oberfflhrt, um einen perma- y> 
nenten Rekord der Inf arktmorphologie zu erhalten und 
eine planimetrische Bestatigung der Infarktgrdsse zu 
ermaglichen. Ventrikularschnitte wurden dann von dem 
rechten Ventrikualarmuskel, Valvular und dem Fettge- 
webe vorgenommea Die gesamte linke Ventrikelfiache, 40 
bei welcher das Infarktrisiko vorlag, wurde durch sorg- 
faltiges Herausschneiden abgetrennt und gewogen. Die 
Infarktfiache wurde als Prozentsatz der anatomischen 
Fiache, die dem Risiko unterlag, ausgedrQckt Statisti- 
sche Vergleiche der mit dem Arzneimittel behandelten 45 
Gruppe und der Kontrollgruppe wurden unter Anwen- 
dung der Einweg-Varianzanalyse (Anova) unter Ver- 
wendung der Bonferroni'schen Methode fflr einen 
Mehrfachvergleich durchgeffihrt (Circulation Research, 
1980, 47, 1— 9> Ein p-Wert von weniger als 0,05 wurde so 
als Kriterium fiir Signifikanz angesehen. 



Das Verhaltnis der linken ischamisch durch mechani- 
sche AbschnQrung gemachten Ventrikel der LAD war 
nicht wesentlich verschieden zwischen irgendeiner der 
behandelten Gruppen und.der Kontrollgruppe, gemes- 
sen durch Anova. 

(c) Folgerungen: 

Die Verweridung von t-PA inhibiert signifikant die 
Grdsse des myokardialen Infarktes und dies zeigt des- 
sen Fahigkeit, das wahrend der Reperfusion gefahrdete 
Gewebe zu schfltzen, an. Darilber hinaus ergibt die 
kombinierte Anwendung von t-PA und SOD eine syner- 
gistische Inhibierungswirkung in dieser Beziehung, wo- 
bei man durch die Kombination ein Inhibierungsniveau 
erzielt, das grdsser ist als das einzeln von jeweils t-PA 
oder SOD selbst erzielt wird. 



. (b) Ergebnisse: 
Tabelle 



Gruppe 



Anzahl 

der 

Hunde 



Fiache des 

lnfarkt- 

risikos 



% Ventrikel,* 
bei dem das 
Risiko vorlag 



1 Kochsalz- 
ldsung 

2 t-PA 

3 SOD 

4 t-PA + SOD 



36,0 ± 8,9 37,3 ±7,6 



14,3 ±11,7 
13,0 ± 4,6 
2,3 ± 1,3 



35,7 ±5,4 
30,6 ±2,6 
37,2 ±9,1 



55 



60 



* Daten wurden ausgedriickt als Mittel ± Standardirrtum 
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'a. 1. 



SerTyr Gin Val lie Cys Arg Asp Glu Lys Thr Gin Met lie Tyr Gin Gin His Gin Ser 

Trp Leu Arg Pro Val Leu Arg Ser Asn Arg Val Glu Tyr Cys Trp Cys Asn Ser Gly 

Arq Ala Gin Cys His Ser Val Pro Val Lys Ser Cys Ser Glu Pro Arg Cys Phe Asn 

* 50 
Gly Gly Thr Cys Gin Gin Ala Leu Tyr Phe Ser Asp Phe Val Cys Gin Cys Pro Glu 

Gly Phe Ala Gly Lys Cys Cys Glu Ile Asp Thr Arg Ala Thr Cys Tyr Glu Asp Gin 

Gly Ile Ser Tyr Arg Gly Thr Trp Ser Thr Ala Glu Ser Gly Ala Glu Cys Thr Asn Trp 

Asn Ser Se^AIa Leu Ala Gin Lys Pro Tyr Ser Gly Arg Arg Pro Asp Ala Ile Arg 

Leu Gly Leu Gly Asn His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Asp Ser Lys Pro Trp 

Cys Tyr Val Phe Lys Ala Gly Lys Tyr Ser Ser Glu Phe Cys Ser Thr Pro Ala Cys 

Ser Glu Gly Asn Ser Asp Cys Tyr Phe Gly Asn Gly Ser Ala Tyr Arg Gly Thr His 

Ser Leu Thr Glu Ser Gly Ala Ser Cys Leu Pro Trp §sn Ser Met Ile Leu ile Gly Lys 

200 

Val Tyr Thr Ala Gin Asn Pro Ser Ala Gin Ala Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr 

Cys Arg Asn Pro Asp Gly Asp Ala Lys Pro Trp Cys His Met Leu Lys Asn Arg Arg 

Leu Thr Trp Glu Tyr Cys Asp Val Pro Ser Cys Ser Thr Cys Gly Leu Arg Gin Tyr 

Ser Gin Pro Gin Phe Arg Ile Lys Gly Gly Leu Phe Ala Asp lie Ala Ser His Pro Trp 

Gin Ala Ala He Phe Ala Lys His Arg Arg Ser Pro Gly Glu Arg Phe Leu Cys Gly - 

300 

Gly Ile Leu He Ser Ser Cys Trp He Leu Ser Ala Ala His Cys Phe Gin Glu Arg Phe 

Pro Pro His His Leu Thr Val Ile Leu Gly Arg Thr Tyr Arg Val Val Pro Gly Glu Glu 

Glu Gin Lys Phe Glu Val Glu Lys Tyr Ile Val His Lys Glu Phe Asp Asp Asp Thr 
350 

Tyr Asp Asn Asp Ile Ala Leu Leu Gin Leu Lys Ser Asp Ser Ser Arg Cys Ala Gin 

Glu Ser Ser Val Val Arg Thr Val Cys Leu Pro Pro Ala Asp Leu Gin Leu Pro Asp 

400 

Trp Thr Glu Cys Glu Leu Ser Gly Tyr Gly Lys His Glu Ala Leu Ser Pro Phe Tyr 

Ser Glu Arg Leu Lys Glu Ala His Val Arg Leu Tyr Pro Ser Ser Arg Cys Thr Ser 

Gin His Leii Leu Asn Arg Thr Val Thr Asp Asn Met Leu Cys Ala Gly Asp Thr Arg 

450 

Ser Gly Gly Pro Gin Ala Asn Leu His Asp Ala Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro 

Leu Val Cys Leu Asn Asp Gly Arg Met Thr Leu Val Gly Ile He Ser Trp Gly Leu 

500 

Gly Cys Gly Gin Lys Asp Val Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Thr Asn Tyr Leu Asp 
trp Ile Arg Asp Asn Met Arg Pro 

* 27 708 847/578 




*Spaltungsstelle bei einer einkettigen t-PA unter Erhalt einer 
zweikettigen t-PA, in welcher die A-Kette die beiden "Kringle"- 
Regionen und die B-Kette die Serinprotease- Region enthalt. 



ORIGINAL INSPECTED 



